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中华绒螯蟹铁蛋白基因的克隆及表达分析




绒螯蟹 cDNA 文库的基础上，获得了中华绒螯蟹铁蛋白基因 EsFer 的 cDNA 序列，其全长为
1 118 bp，包含 480 bp的开放阅读框，推测编码的蛋白质为 159氨基酸，其 5′ 和 3′ 端的非编码区
分别为 178 bp和 461 bp，预测的分子量为 18. 3 ku，理论等电点为 5. 81，在 15 ～37 aa处有一个跨









































螟(Galleria mellonella)［21］、蜜蜂(Apis mellifera and
Scaptotrigona postica)［22］、毛白钝缘蜱(Ornitho-doros
moubata ticks)和篦子硬蜱(Ixodes ricinus)［23］、卤虫
(Artemia franciscana)［24］、美 国 白 蛾 (Hyphantria
cunea)［25］、粒肩天牛(Apriona germari)［26］、南美白对
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梁子湖渔场，共 40 只，体重每只约 100 g。于 8 个
水族箱(120 cm ×55 cm ×76 cm)中暂养，恒温(20
± 2)℃，循环水养殖 7 d，每箱 5 只，暂养过程中每
天投喂一次人工饲料。
1. 2 中华绒螯蟹 cDNA文库的构建
首先用脂多糖(10 mg /mL，Sigma)免疫(剂量
为 500 μg /kg)3 只中华绒螯蟹，约 18 h 后将其解
剖，取肌肉、心脏、性腺、肝胰腺、肠、鳃、眼球各
100 mg及血淋巴 100 μL，冷冻后保存于 － 80 ℃
冰箱中备用。然后利用 Trizol(Invitrogen)提取总
RNA，总 RNA 经过 mRNA 磁珠纯化试剂盒
(Invitrogen)纯化得到 mRNA;以 mRNA 为模板，
按照 SMART cDNA构建试剂盒(Clontech)的方法
合成双链 cDNA;双链 cDNA经过 cDNA柱层析分
离(Invitrogen)去除小分子片段的 cDNA及残余的
引物，将 750 bp 以上的 cDNA 片段通过乙醇沉淀
后连入 pMD-18T 载体(TaKaRa) ;将连接产物转
化到大肠杆菌(Escherichia coli)TOP10 感受态细
胞，用菌液 PCR 的方法筛选 cDNA 克隆，引物为
M13F(5′-GTAAAACGACGGCCAG-3′) ，M13R(5′-
CAGGAAACAGCTATGAC-3′) ;用 1%的琼脂糖凝
胶电泳检测，将插入片断 700 bp 以上的阳性克
隆，送北京六合华大基因科技股份有限公司测序，
均用 M13F单向测序。
取 100 μL 原始文库，以 10 －2、10 －3、10 －4梯度
进行稀释，在 90 mm培养皿上涂布适量稀释的文
库，每个梯度设 3 个平行，37 ℃恒温培养 12 h，计
数每个平板上长出的克隆由此得出文库滴度。以
M13 为引物用 PCR扩增的方法随机检测 24 个单
克隆，确定文库的重组率及插入片段的分布范围。
1. 3 铁蛋白基因的序列分析
使用 NCBI 网站(http:∥www. ncbi. nlm. nih.
gov /blast)的 BLASTN和 BLASTX软件进行同源基
因的搜索;使用 ExPASy 网站(http:∥expasy. pku.
edu. cn)有关软件进行开放阅读框的搜索、氨基酸
序列的推断;使用(http:∥www. expasy. ch / tools /pi
_tool. html)进行 PI 和蛋白分子量预测;用 SignalP
3. 0(http:∥www. cbs. dtu. dk /services /SignalP /)预
测编码蛋白的信号肽，跨膜区预测用 TMHMM软件
(http:∥www. cbs. dtu. dk /services /TMHMM-2. 0)进
行。氨基酸的多序列排列使用 Clustal W 1. 8软件;
同源性分析使用 MatGAT2. 01 软件;系统进化树的
构建使用 MEGA 4. 1软件的邻接法构建 NJ系统树
(Neighbor-joining tree) ，设置1 000次 bootstraps 进
行评估。
1. 4 中华绒螯蟹的免疫刺激、RNA 提取及
cDNA的合成
将健康的中华绒螯蟹按前面介绍的方法饲养
7 d后，将其随机分为两组，每组 12 只，实验组注
射脂多糖，注射剂量为 500 μg /kg，用灭菌 PBS(0.
1 mol /L，pH 7. 2)稀释后每只蟹注射 100 μL，对照








RNA经 DNase Ⅰ(Fermentas)处理后，取 5 μg
用 cDNA 逆转录试剂盒(Fermentas)进行逆转录，
反应体系为 20 μL。反应结束后将产物分装，保
存在 － 20 ℃。
1. 5 中华绒螯蟹铁蛋白基因的组织表达分布及
在脂多糖刺激下的诱导性表达
实时荧光定量 PCR 是在 ABI PRISM 7300 定
量 PCR仪上完成的。将反转录后反应液，引物各
稀释 10 倍。20 μL 的实时荧光定量 PCR 反应混
合液中含 cDNA 模板稀释液 3 μL，10 μL 2 ×
SYBR green Real-time PCR Master Mix，










时荧光定量 PCR反应程序为 95 ℃预变性 2 min，
95 ℃变性 15 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃ 延伸 40 s，
反应进行 40 个循环。同一样品的内参和目的基
因在同一板中进行，每个样品有 3 个重复。PCR
结 果 用 ABI 7300 SDS software (Applied
Biosystems)进行分析。
由于目的基因 EsFer和内参基因 β-actin的引
物在 PCR 中的扩增效率接近 1(图 1) ，因此本研
究的数据分析采用 2 － ΔΔCt法。结果用 t 检验来进
行显著性分析，P 值小于 0. 05 说明具有显著性
差异。
图 1 利用相对标准曲线来验证目的基因 EsFer和 β-actin的引物的 PCR扩增效率
Fig. 1 Standard curve of target and control genes in real-time PCR
2 结果
2. 1 cDNA文库构建
原始文库的库容为 6. 28 × 106 pfu /mL，文库
滴度为 1. 57 × 106 pfu /mL。随机挑选 24 个单克
隆，以载体特异的 M13 正向引物和 M13 反向引物
进行 PCR扩增，大小分布在 300 ～ 1 000 bp，平均
插入片断大小为 700 bp 左右，重组率为 95. 8%
(图 2)。说明该文库具有良好的质量。通过随机
测序获得了 319 条 ESTs序列，使用 BlastX软件和
GenBank的非冗余蛋白库比对，获得 140 个包含
重叠群的 ESTs，有 127 个序列可以得到鉴别，占
90. 71%，包括 24 个重叠群和 103 个单拷贝 EST，




图 2 中华绒螯蟹 cDNA文库插入片断的 PCR鉴定
Fig. 2 PCR identification of 24 recombinant clones in the cDNA library
2. 2 铁蛋白基因 EsFer 核酸序列及推导的氨基
酸序列特征
EsFer cDNA全长 1 118 bp(GenBank 登录号:
GT296186) ，包含 480 bp 的开放阅读框(ORF) ，编
码 159 aa，其 5′和 3′的非编码区分别为 178 bp 和
461 bp。理论等电点 PI 为 5. 81，预测分子量大小
709
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为 18. 3 ku，SignalP 3. 0 软件预测 EsFer 无信号肽，
TMHMM预测 EsFer在 15 ～ 37 aa 处有一个跨膜螺
旋，Expasy推测有 1个 N端糖基化位点，即 N97(图
3)。在 5′非编码区核甘酸序列的 135 ～162 的位置
有个特殊的铁反应元件(IRE) ，含有一个共同的序
列 CAGUGU(图 3) ，中华绒螯蟹预测的铁反应元件
的二级结构，与螯虾、中国明对虾、人(Homo
sapiens)等一样也是一个典型的茎环结构(图 4)。






Fig. 3 cDNA sequence and deduced protein of EsFer
The nucleotide sequence(upper)and the deduced amino acid
sequence(lower)are numbered. The start codon(atg)is boxed and
the stop codon(taa)indicated by an asterisk. The ellipse indicates
the position of the N-glycosylation site. The iron responsive element
(IRE)is indicated by gray shadow. The bold indicates the position
of the polyadenylation signal and the bold italic indicates mRNA
instability motif. The transmembrane helix is underlined with a
single line.








F ig. 4 A comparison in the putative secondary structure
of ferritin IRE from E. sinensis，F. chinensis，
P. leniusculus，H. sapiens.
图 5 中华绒螯蟹 EsFer和其它物种铁蛋白
基因的氨基酸序列比对




Fig. 5 Multiple alignment of EsFer amino acid
sequence with other ferritin proteins
Missing amino acids are denoted by hyphens. Symbol (* )
represents identical residues，( :)conservative substitution，(.)
similar residues and (－ )missing residues. Seven residues
associated with the metal binding site in the Ferritin were boxed.





性最高，分别达 71. 8%、73. 1%、75. 9% 和
76. 5%。与节肢动物昆虫纲的铁蛋白同源性最
低，为 37. 0% ～ 40. 4%。与节肢动物蛛形纲、软
体动物以及脊椎动物铁蛋白的同源性分别为
66. 3% ～ 71%、64. 9% ～ 69. 8%、58. 8% ～












糖诱导 4 h 后表达呈现显著的上调。在血淋巴
中，EsFer在 8 h 诱导的倍数最高，在 24 h 表达没
有显著的变化。在肠中，EsFer 在 24 h 诱导的倍





















使用 MEGA 4. 1 软件的邻接法构建 NJ系统树(Neighbor joining
















Fig. 6 Phylogenetic tree based on sequences of
ferritins in invertebrates and vertebrates
The tree was constructed by NJ method supported with 1000
bootstrap replications by using software of MEGA 4. 1. GenBank










moubata (OmFer)AAC19132，Araneus ventricosus (AvFer)
AAN39099， Dermatophagoides pteronyssinus ( DpFer-H )
AAG02250;Pacifastacus leniusculus(PlFer)CAA62186，Eriocheir
sinensis(EsFer)GT296186，Macrobrachium rosenbergii(MrFer)
ABY75225， Fenneropenaeus chinensis (FcFer ) ABB05537，
Litopenaeus vanname(LvFer)AAX55641;Calpodes ethlius(CeFer)
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图 7 中华绒螯蟹铁蛋白基因在器官 /
组织的表达分布
Fig. 7 Distribution of EsFer transcript in different
organs / tissues of Chinese mitten crab
图 8 脂多糖诱导中华绒螯蟹后 24 h内血淋巴、
肠和肝胰腺铁蛋白 mRNA表达水平的变化
取脂多糖诱导后 4，8，24 h的血淋巴、肠和肝胰腺提取 RNA，实
时荧光定量 PCR检测诱导后 EsFer相对于 PBS 对照组的定量
变化。星号(P < 0. 05)表示诱导组和对照组存在明显的差异，
每组数据为 3 只蟹的平均值 ±标准差。
Fig. 8 Expression of EsFer gene induced by LPS
in haemolymph，intestine and hepatopancreas
RNA was extracted from the haemolymph， intestine and
hepatopancreas at 4，8，24 h post injection. The transcriptional
changes are shown in ratio of control crab，as determined by real-
time PCR. Each column and bar represent the mean ± SE from
three individuals. The asterisk (* )indicates the significant
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Cloning and expression analysis of ferritin gene in
Chinese mitten crab Eriocheir sinensis
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Abstract:In living organisms，ferritin plays an important role in iron storage and detoxification. The full-length
cDNA sequence of a ferritin(EsFer)was obtained from the cDNA library of the Chinese mitten crab Eriocheir
sinensis stimulated with lipopolysaccharide(LPS). It has 1 118 bp in length and contains a 480 bp open reading
frame(ORF)encoding 159 amino acids(aa). The 5′-and 3′-untranslated region(UTR)is 178 bp and 461 bp，
respectively. The predicted molecular weight is 18. 3 ku and the theoretical isoelectric point 5. 81. A
transmembrane helix was found at the position of 15 － 37 aa. A complete iron-responsive element(IRE)was
found at the 5′ untranslated region corresponding to the nucleotide sequence at the positions of the 135 － 162.
Quantitative real-time PCR was used to assess the mRNA expression of EsFer in organs or tissues and its
induced expression in haemolymph，intestine，hepatopancreas of crabs challenged with LPS. The results showed
that EsFer was expressed in all tested organs or tissues of the Chinese mitten crab，including haemolymph，
muscle，intestine，gills，heart，gonad and hepatopancreas. The highest expression level was observed in
hepatopancreas，while the lowest in haemolymph. The expression of EsFer in haemolymph，intestine and
hepatopancreas was up-regulated following the challenge with LPS.
Key words:Eriocheir sinensis;ferritin;expression;lipopolysaccharide(LPS)
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